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Abstract
誗AIM: To investigate the mechanism of retinal ganglion
cells (RGCs) apoptosis in the diet-induced obese C57BL/
6 mice.
誗METHODS: Mice were fed high - fat diet. After 19
weeks of feeding, the mice were divided into diet
induced obesity - resistant ( DIO - R) group and diet
induced obesity (DIO) group, while mice of the control
(CON) group were fed a basal diet at the same time.
The apoptosis of RGCs was detected by TUNEL. Laser
scanning confocal microscope was used to detect the
intracellular calcium ion concentration.
誗RESULTS: TUNEL staining showed apoptosis cells in
ganglion cell layer (GCL) in DIO group increased and the
percentage of apoptotic cells was (6.7依1.2)% which was
much higher than in CON and DIO-R groups (P<0.01, P<
0.05). There was no significant difference between CON
group and DIO - R group ( P > 0. 05). Laser scanning
confocal microscope detection showed Ca
2+ staining
intensity of RGCs in DIO group increased and its staining
intensity was significantly higher than in CON and DIO-R
mice (P<0.01,P<0.01), whereas there was no significant
difference between CON group and DIO - R group (P >
0郾 05).
誗CONCLUSION: Intracellular calcium ion overload might
be involved in the RGCs apoptosis in the diet- induced
obese C57BL/6 mice.
誗KEYWORDS:obesity; retinal ganglion cells; apoptosis;
calcium ion concentration
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摘要
目的:探讨高脂饮食诱导的 C57BL/6 肥胖小鼠视网膜神
经节细胞(RGCs)凋亡的机制。
方法:高脂饲料喂养 19wk 后,小鼠分为肥胖抵抗(DIO-
R)组和肥胖倾向(DIO)组,同时对照组(CON)小鼠给予
基础饲料。 TUNEL 法检测各组小鼠 RGCs 的凋亡情况,
并应用激光共聚焦显微镜检测 RGCs 内钙离子的浓度。
结果:TUNEL 法凋亡检测结果显示,DIO 组小鼠视网膜神
经节细胞层可见较多黄色着染的凋亡细胞,其凋亡指数
为(6.7依1. 2)%,显著高于对照组和 DIO-R 组(P<0. 01,
P<0. 05);对照组和 DIO-R 组间比较无显著差异(P>
0郾 05)。 激光共聚焦结果显示,与对照组和 DIO-R 组比
较,DIO 组小鼠视网膜神经节细胞内 Ca
2+荧光染色明显
增强,其荧光染色强度比值显著升高(均 P<0. 01);对照
组和 DIO-R 组视网膜神经节细胞内 Ca
2+荧光染色强度
无明显差异(P>0.05)。
结论:细胞内钙离子超载可能介导了肥胖型 C57BL/6 小
鼠视网膜神经节细胞的凋亡过程。
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0 引言
摇 摇 生活方式和饮食习惯的改变,使肥胖和超重的发生
率逐年攀升。 肥胖作为隐性杀手,以其并发症严重影响
着人类的健康。 肥胖除能导致心血管、营养代谢
[1]、糖尿
病、癌症、生殖
[2,3]等方面的疾病外,眼部并发症
[4]的危害
亦不容忽视,特别是视网膜变性已成为发达和发展中国
家致盲的一个主要原因
[5]。 本研究室以往研究显示,高
脂饮食诱导的肥胖模型小鼠视网膜变性可发生在视网膜
各层组织细胞中,其中视网膜神经节细胞(retinal ganglion
cells,RGCs)的凋亡十分明显
[6,7],但肥胖引起 RGCs 凋亡
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胖模型小鼠视网膜神经节细胞凋亡改变的基础上,应用
激光共聚焦显微镜检测 RGCs 内钙离子的浓度,以其揭
示 RGCs 凋亡的可能机制。
1 材料和方法
1.1 材料摇 健康,雄性 C57BL/6 小鼠 36 只,6 周龄,体质
量 16依2g,购自上海斯莱克实验动物有限公司。 27 只高
脂饮食,9 只给予基础饲料(饲料构成见表 1),另外,高脂
饲料中每千克另添加:盐酸硫胺素、核黄素各 15mg,盐酸
吡哆醇、叶酸各 10mg,维生素 K 310mg,泛酸钙 50mg,尼
克酸 20mg,氯化胆碱 1mg,肌醇 0. 5mg。 动物自由进食
水,室温(22依2)益,室内相对湿度(52依5)%,昼夜比 12颐12
(h)。 TUNEL 调亡试剂盒(德国 Merck 公司),Fluo-3,
AM ester (美国 Biotium 公司)。 Olympus BX51 型光镜及
照相系统,计算机图像分析系统(Leica Q win 软件),震荡
切片机(美国 WPI 公司),激光共聚焦显微镜 ( 日本
Olympus 公司)。
1.2 方法
1.2.1 肥胖倾向与肥胖抵抗判定摇 基础与高脂饲料分别
喂养小鼠 19wk,每周测量体质量一次。 高脂饮食小鼠喂
养 19wk 后,按体质量由高至低排序,体质量增长位于上
游前 1/3 的小鼠判定为肥胖倾向(DIO)小鼠,体质量增
长位于下游后 1/3 的小鼠判定为肥胖抵抗(DIO-R)小
鼠,介于两者之间的弃之。
1.2.2 TUNEL 法检测细胞凋亡摇 分别取各组小鼠 3 只,
迅速摘除眼球,置于 40g/ L 多聚甲醛中固定,石蜡包埋、
切片(厚度为6滋m)。 按 TUNEL 试剂盒说明书操作后,每
个视网膜标本取 3 张切片,光镜观察,细胞核呈棕黄色着
染者为阳性,蓝色着染者为阴性。 每个标本随机抽取 3
张切片,高倍镜下,在每张切片视网膜神经节细胞层随机
选取 5 个视野,计数正常细胞数和阳性细胞数,计算阳性
细胞所占的百分比,即为视网膜神经节细胞凋亡指数。
1.2.3 激光共聚焦显微镜检测细胞内钙离子浓度摇 小鼠
麻醉后,立即取出眼球,显微镜下沿角膜缘后 2mm 剪开
眼球,去除角膜、晶状体及玻璃体,轻柔分离视网膜,并将
其迅速置于准备好的保存液中。 将 2% 低熔点琼脂放入
含有视网膜的保存液中,保持温度在 37益 ~ 39益。 将含
有视网膜标本的琼脂块置于震荡切片机上,以 50滋m 厚
度连 续 切 片。 将 视 网 膜 切 片 标 本 置 于 含 有 浓 度 为
5mmol/ L Fluo-3 的共聚焦皿中,37益孵育 1h,持续通氧,
取出后用保存溶液冲洗切片 3 次,送实验室由专业人员
检测。 用 OLYMPUS FLUOVIEW 3. 1a Viewer 软件拍摄图
片并进行钙离子浓度的测定。 每个标本选取 5 张切片,
每张切片选取染色明显、细胞形态清晰的 RGCs,测量的
平均数值进行荧光染色强度的对比,即细胞内钙离子浓
度的变化。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 11. 5 软件进行统计学分析,
所有实验数据均用均数依标准差(軃 x依s)表示,各指标比较
采用单因素方差分析,随后采用 LSD-t 法进行两两比较。
显著性检验水平 琢=0. 05。
2 结果
2.1 各组小鼠体质量的变化摇 实验前,对照组、DIO-R 组
和 DIO 组小鼠体质量无显著差异(P>0. 05)。 喂养 2wk
末,给予高脂饲料的小鼠体质量开始分化,DIO 组小鼠体
质量显著高于 DIO-R 和对照组小鼠(P<0. 01);到实验
19wk 结束时,DIO 组小鼠体质量仍显著高于 DIO-R 和对
照组小鼠(P<0. 01),而 DIO-R 组与对照组小鼠体质量
表 1摇 100g 基础饲料和高脂饲料的成分构成 g
饲料成分 基础饲料 高脂饲料
标准粉 35 16
麸皮 14 17
大豆粉 20 20
玉米粉 24 13
鱼粉 5 5
酵母粉 5 1
鱼肝油 1 1
猪油 - 20
酪蛋白 - 7
表 2摇 各组小鼠视网膜神经节细胞凋亡指数的比较
组别 n 凋亡指数(軃 x依s,%)
对照组 6 1. 2依0. 4
DIO-R 组 6 1. 5依0. 5
DIO 组 6 6. 7依1. 2
b,d
bP<0. 01 vs 对照组;
dP<0. 01 vs DIO-R 组。
图 1摇 各组小鼠体质量的变化摇
bP<0. 01 vs 对照组;
dP<0. 01
vs DIO-R 组。
图2摇 各组小鼠视网膜 TUNEL 细胞凋亡检测(HE 伊200)摇 A:
对照组;B:DIO-R 组;C:DIO 组。 ONL:外核层;INL:内核层;
GCL:视网膜神经节细胞层。
无显著性差异(P>0. 05,图 1)。
2.2 TUNEL 法检测各组小鼠视网膜神经节细胞凋亡情
况摇 DIO 组小鼠视网膜 GCL 层可见较多黄色着染的凋亡
细胞(图 2 箭头所示),对照组和 DIO-R 组小鼠 RGCs 偶
见黄色着染者,大多数 RGCs 为蓝色着染(图2)。 利用图
像分析系统计数并计算各组的 RGCs 凋亡指数。 与对照
组和 DIO-R 组比较,DIO 组 RGCs 的凋亡指数显著升高
(P<0.01,表 2)。
2.3 各组小鼠视网膜神经节细胞钙离子浓度摇 对照组和
DIO-R 组视网膜神经节细胞内 Ca
2+荧光染色强度无明显
差异(P>0.05),DIO 组小鼠视网膜神经节细胞内 Ca
2+荧
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2+荧光染色强度摇 A:对照组;B:DIO-R 组;C:DIO
摇 摇 摇 摇 摇 摇 组。 摇 ONL:外核层;INL:内核层;GCL:神经节细胞层; 阴:为 Ca
2+荧光染色强度增高的视网膜神经节细胞。
表 3摇 各组小鼠视网膜神经节细胞内 Ca
2+荧光染色强度比值
軃 x依s
组别 n Ca
2+荧光染色强度比值
对照组 6 1064. 26依52. 07
DIO-R 组 6 1078. 50依83. 68
DIO 组 6 1454. 23依175. 36
b,d
bP<0. 01 vs 对照组;
dP<0. 01 vs DIO-R 组。
光染色明显增强,其荧光染色强度比值显著高于对照组和
DIO-R 组(均 P<0.01),见图 3 及表 3。
3 讨论
摇 摇 近些年,大量的流行病学调查和科学研究结果显示,
肥胖和眼部疾病有着明显的联系。 肥胖症患者和超重人
群更容易患眼部疾病,包括老年性黄斑部退化症、白内障、
青光眼和糖尿病型视网膜病变。 这四种眼部疾病随着时
间推移会逐渐恶化,最终可能导致失明。 其中对糖尿病型
视网膜病变的大量研究发现,在无临床可见的视网膜微血
管病变之前,就已发生了视网膜神经节细胞(RGCs)的凋
亡、损伤及数量减少
[8-10]。 在本研究中发现,给予 C57BL/6
小鼠高脂饮食 19wk 后,视网膜 GCL 层出现了较多黄色着
染的凋亡细胞。 通过图像分析系统计数并进行计算,与对
照组和 DIO-R 组比较,DIO 组 RGCs 凋亡指数有明显增
高。 这一结果表明,肥胖确实可能造成 RGCs 的损伤和凋
亡,进而导致眼部疾病的发生和发展。
摇 摇 引起 RGCs 凋亡的因素很多,例如神经营养因子剥
夺,谷氨酸的兴奋性毒性作用,RGCs 凋亡的相关基因调
控,一氧化氮的神经毒性作用及氧化应激等。 RGCs 损伤
的主要是由于缺血、缺氧等因素引起其轴突轴浆运输阻
断,神经营养因子缺乏,造成 RGCs 的原发损伤,同时产生
较多的兴奋性毒素,作用于 RGCs 的表面受体,出现大量
钙离子(calcium ion,Ca
2+)内流,通过胞内信号转导,激发
一系列级联式反应,激活了某些导致凋亡的基因,最终导
致 DNA 断裂,细胞发生凋亡,从而引起 RGCs 的继发性损
害。 Ca
2+内流引起的细胞内 Ca
2+超载被认为是引起细胞
凋亡的主要机制之一。 Ca
2+是参与多种蛋白质、磷脂和核
酸分解酶的激活因子,特别是核酸内切酶,它是凋亡过程
中 DNA 断裂成片段的执行者。 化学毒物、细菌、病毒等通
过干扰 Ca
2+通道及转运系统引起钙稳态失衡,从而诱导凋
亡。 有研究表明,在 RGCs 凋亡的机制中,细胞内 Ca
2+超
载是谷氨酸兴奋毒性引起神经细胞死亡的中心环节
[11]。
那么,肥胖患者和超重人群并发的糖尿病型视网膜病变所
引起的 RGCs 凋亡是否与细胞内 Ca
2+超载有关,是本研究
所关注的重点问题。 因此在本实验研究中,应用激光共聚
焦方法检测了正常、肥胖和肥胖抵抗小鼠的 RGCs 的 Ca
2+
荧光染色强度,发现 DIO 组小鼠 RGCs 的 Ca
2+浓度显著高
于对照组和 DIO-R 组,这说明肥胖小鼠神经节细胞 Ca
2+
内流增多,细胞内 Ca
2+浓度升高而引起的细胞内 Ca
2+超载
可能是肥胖引起的视网膜病变中导致 RGCs 凋亡的原因。
Ca
2+超载的因素主要有:电压依赖性钙通道、配体门控通
道通透性的改变和细胞内 Ca
2+的释放。 然而只有在细胞
变性或凋亡的后期,才会伴随钙库释放,所以胞内 Ca
2+的
释放并不是引起细胞内 Ca
2+超载的主要原因。 那么,肥胖
导致的视网膜病变所引起的 RGCs 内 Ca
2+超载是通过哪
种钙通道通透性改变而引起的,其机制如何是我们今后需
要进一步研究的问题。
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